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摘要 :目的 探讨 大 黄 素 对 人 口腔 鳞 癌 细胞 体外 生长 增殖 及 细胞 周 


期 改变 的 影响 。 方 法 采用 2.5.5.0.10.20.40.60 和 80 hmolL 


大 黄 素 分 别 干 预 体外 培养 的 口腔 鳞 癌 细胞 Tca8113, 作 用 24、48 和 72h 后 ,并 设 含 0.1% 二 甲 基 亚 砚 的 培养 液 作 为 对 照 组 ,通过 
MTT 检 测 不 同 浓度 大 黄 素 干预 对 于 口腔 鳞 癌 细胞 Tca8113 的 增殖 作用 ;以 FCM 检 测 不 同 浓度 大 黄 素 干 预 对 于 口腔 鳞 癌 细胞 周 
期 的 影响 ;结合 Western blotting 方 法 分 析 大 黄 素 干 预后 对 口腔 鳞 癌 细胞 周期 相关 和 蛋白 CDK2、Cyclin E 和 P21 表达 水 平 的 变 
化 。 结 果 大 黄 素 能 够 在 72h 内 明显 抑制 Tea8113 细 胞 生长 以 及 增殖 行为 。MTT 结 果 显 示 , 随 作用 时 间 从 24、48 到 72 h, 大 黄 素 


对 于 Tca8113 细 胞 的 抑制 效应 呈 明 显 的 时 间 一 浓度 依赖 关系 ; 


由 细胞 周期 检测 结果 显示 ,大 黄 素 作用 使 口腔 鳞 癌 Tca8113 细 胞 


周期 表现 为 Gu~G, 期 细胞 时 相 阻 滞 ; 蛋 白 免 疫 印迹 则 表明 经 大 黄 素 干 预 口腔 鳞 癌 Tea8113 细胞 的 细胞 周期 相关 和 蛋白 CDK2、 


Cyclin E 和 了 P21 表 达 水 平 明显 降低 ,与 空白 对 照 组 相 比较 ,具有 


著 的 统计 学 差异 (P<0.05)。 结 论 大 黄 素 能 够 明确 抑制 人 口腔 鳞 


癌 细 胞 Tcea8113 的 生长 增殖 以 及 影响 其 细胞 分 橡 周期 ,这 可 能 与 抑制 细胞 周期 调控 信号 通路 中 分 子 的 活化 与 转 导 有 关 。 


关键 词 :大 黄 素 ;人 口腔 鳞 痛 ;Tca8113; 细 胞 增殖 ;细胞 周期 


Effect of emodin on proliferation and cell cycle of human oral squamous carcinoma 


Tca8113 cells in vitro 
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Abstract: Objective To investigate the effect of emodin on proliferation and cell cycle distribution of human oral squamous 


carcinoma cells in vitro. Methods Cultured human oral squamous carcinoma Tca8113 cells were treated with 2.5, 5, 10, 20, 40, 
60 and 80 mol/L emodin for 24, 48 or 72 h, with the cells treated with 0.1% DMSO as control. MTT assay and flow cytometry 
were used to evaluate the changes in cell proliferation and cell cycle distribution, respectively. Western blotting was employed 


to analyze the changes in the expression levels of the cell cycle-related proteins CDK2, cyclin E and P21 after emodin 
treatment. Results Emodin significantly inhibited the growth and proliferation of Tca8113 cells within 72 h in a time- and 
dose-dependent manner, and caused cell cycle arrest in Go-G phase. Western blotting revealed that emodin treatment 
significantly lowered the expression levels of CDK2, cyclin E and P21 proteins in Tca8113 cells (P<0.05). Conclusion Emodin 
can inhibit the proliferation of Tca8113 cells and affect their cell cycle distribution possibly by inhibiting the signaling 


pathways of cell cycle regulation. 


Key words: emodin; human oral squamous carcinoma; Tca8113 cells; cell proliferation; cell cycle 


TIRES. BOA Fs UL AEA — EER ABAR 
SARI ea BC), HITER O SERIF PASS 
增长 ,尤其 当 临 床 中 发 生 舌 鳞 状 细胞 癌 时 ,其 诊断 与 治 
疗 则 变 得 更 加 环 手 ”, 因 此 ,研究 口腔 鳞 癌 的 治疗 方法 以 
及 评估 疗效 对 于 口腔 鳞 瘤 临床 处 置 具 有 重要 意义 。 由 
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于 传统 的 治疗 方法 或 者 手段 存在 一 些 不 足 或 者 明显 的 
毒 副 效应 ,从 而 限制 其 在 临床 中 的 根本 应 用 。 因 此 , 找 
寻 一 些 新 的 药物 以 及 治疗 策略 去 弥补 或 者 逆转 现 有 党 
疗 方法 的 不 足 , 是 当前 口腔 医学 研究 领域 的 热点 。 从 天 
然 中 草药 中 分 离 具有 药理 功能 的 化 合 物 或 者 生物 碱 ,由 
于 毒 副作用 小 .安全 有 效 等 特点 成 为 目前 抗 肿瘤 研究 的 
一 个 重要 方向 。 大 黄 素 (Emodin) 又 名 大 黄 演 素 , 为 意 
醒 类 化 合 物 ,是 大 黄 、 望 江南 .决明子 和 虎 杖 等 中 药 
的 主要 有 效 成 分 之 一 。 大 量 研 究 表明 ,大 黄 素 具有 抗 肿 
Fea” 抗 病毒 ”抗菌 "以 及 免疫 抑制 和 保 肝 "等 多 种 药 
理 活 性 作用 ,既往 实验 结果 证 实 , 它 对 多 种 实体 肿瘤 如 
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BAYE ”神经 外 豚 层 肿瘤 “以 及 白血病 ”等 多 种 类 型 
的 肿瘤 细胞 分 裂 增 殖 具有 抑制 作用 ,而 且 也 表现 出 
抑制 肿瘤 血管 生成 和 逆转 肿瘤 细胞 多 药 耐 药 等 多 重 作 
用 “2 。 然 而 在 总 结 前 人 研究 结果 发 现 ,尽管 其 具有 
抑制 多 种 恶性 肿瘤 细胞 分 裂 增殖 的 作用 ,但 却 对 不 同 细 
胞 系 抑制 其 生长 的 机 制 也 有 所 不 同 ,因此 ,本 实验 通过 
研究 大 黄 素 对 人 口腔 鳞 瘤 细胞 Tca8113 增 殖 作 用 以 及 
细胞 周期 的 影响 ,以 明确 大 黄 素 阻 抑 口腔 饼 癌 细胞 增殖 
与 其 细胞 周期 信号 改变 的 具体 关联 机 制 ,为 进一步 运用 
大 黄 素 调节 口腔 鳞 癌 细胞 周期 进程 而 发 挥 抗 肿瘤 疗效 
提供 实验 依据 。 


1 材料 与 方法 
1.1 细胞 培养 

人 口腔 鳞 癌 细胞 系 Tca8113 细胞 株 (Cat.No: 
BH-HC087) 购 自 Biohermes 公 司 ,用 含 体积 分 数 为 10% 
胎 牛 血清 (FBS,Gibco) 的 DMEM(HG) 培 养 (Sigma) 加 
1% P/S, F37 5% CO; 恒 温 条 件 下 培养 ,2~3 d 传 代 1 
次 ,培养 中 的 细胞 均 保 持 在 (1~5)x107ml。 当 细胞 生长 
达到 对 数 期 后 方 可 进行 后 续 实 验 。 
1.2 药物 试剂 与 仪器 

大 黄 素 购 自 中 国药 品 生 物 制品 鉴定 所 (批号 : 
110756-200110), 用 DMSO(Sigma) 溶 解 ,-20 CARTE 
用 。DMEM(HG) 培 养 液 购 自 Sigma 公司, 胎 牛 血清 
(FBS) 购 自 Gibco 公 司 ,P/S(Penicillin and Streptomycin) 
购 自 北京 拜 尔 迪生 物 技术 有 限 公 司 ,MTT 购 自 Sigma 
公司 ,细胞 周期 检测 试剂 PICST511) 购 自得 云天 生物 技 
术 研 究 所 , 流 式 细 胞 仪 (BD FACSEALIBUR) 购 自 美国 
BD Bioscience 公 司 ,倒置 相差 显微镜 Ts-100 购 自 日 本 
Nikon 公司; 抗体 ,一 抗 ,P21(c-19) 、sc-397, CDK2 (H- 
298) sc-748,Cyclin E(M-20) sc-481, 均 购 自 Santa cruz 
公司 ,而 二 抗 则 采用 北京 中 山 金 桥 生 物 技术 有 限 公 司 。 
1.3 MTT 法 测定 人 口腔 鳞 癌 细胞 增殖 的 抑制 作用 

预 实验 中 ,将 大 黄 素 分 别 配 成 0.5、10 .40 .60 和 
80 pmol/L 的 终 浓 度 溶液 ,利用 MTT 法 检测 上 述 浓度 的 
大 黄 素 作用 24 h 时 ,口腔 鳞 癌 细胞 Tca8113 的 增殖 情 
况 。 实 验 结 果 表 明 大 黄 素 浓 度 为 40 hmolL 作 用 24 h, 
大 部 分 口腔 鳞 癌 细胞 死亡 ,漂浮 于 培养 液 中 。 经 往 先 ， 
本 实验 采用 大 黄 素 干预 的 浓度 梯度 设 为 0.2.5、5、10、 
20.40.60 和 80 pmol/L 7 个 实验 组 ,不 经 任何 药物 处 理 
的 口腔 鳞 癌 细胞 Tca8113, 设 为 空白 对 照 组 (0 pmol/L= 
control)。 每 组 设 6 个 复 孔 。 待 细胞 培养 到 对 数 期 后 , 接 
种 细胞 ,调整 Tcea8113 细 胞 为 1x10ml, 以 每 孔 200 pl 4H 
胞 悬 液 接 种 至 96 孔 板 中 ,分 别 培养 24h 后 ,实验 组 加 入 
上 述 7 个 浓度 梯度 的 大 黄 素 溶液 ,对 照 组 不 加 任何 药 
物 ,分 别 培养 至 24、48 及 72 h 时 间 点 ,终止 培养 。 然 后 
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加 入 5 g/L MTT 迪 存 液 ,每 孔 20 由 , 置 培养 箱 避 交 孵育 
4h 后 ,每 孔 加 入 150 pl DMSO, ,室温 避 光 震动 摇 床 混 匀 
摇动 10 min。 在 设 定 为 初始 波长 为 490 nm 的 酶 标 仪 测 
定 各 孔 的 吸光 度 值 (A)。 按 公式 细胞 抑制 率 =(1-A 实 验 
组 /A 对 照 组 )x100% ,计算 各 组 细胞 的 增殖 抑制 率 
(Proliferation Inhibition, PI) ,重复 实验 3 次 。 
1.4 流 式 细胞 术 测 定 人 口腔 鳞 癌 细胞 Teca8113 细胞 周期 
改变 

取 对 数 期 Tea8113 细胞 ,浓度 调 为 2x10Yyml ,实验 
组 和 对 照 组 同上 。 培 养 液 中 加 入 不 同 质量 浓度 大 黄 
Z ,分 别 在 24、48 和 72 h 后 胰 酶 消化 ,PBS 洗 涤 2 次 ， 
1000 r/min 离心 后 弃 上 清 液 ,70% 冷 乙醇 下 4 Chalet 
夜 ,RNA 酶 消化 ,使 用 碘 化 两 啶 (PIT) 避 光 染 色 30 min, 将 
样品 通过 流 式 细胞 仪 进行 细胞 周期 分 析 。 重 复 实 验 3 次 。 
1.5 Western blot 检 测 细 胞 周期 相关 和 蛋白 P21 .CDK2 和 
CyclinE 表 达 

收集 经 大 黄 素 干预 的 口腔 鳞 癌 细胞 ,用 RIPA 绥 冲 
液 裂解 细胞 ,4 CF 13 000xg 离 心 15 min, 收 集 上 清 液 ， 
即 为 所 需要 的 蛋白 。 之 后 采用 标准 BCA 和 蛋白 定量 试剂 
盒 (Cat:71285-3) 进 行 和 蛋白 定量 。 以 10% SDS-PAGE 胶 ， 
跑 电 泳 分 离 蛋 白 ,4% .60 mA 电流 转移 蛋白 至 0.22 um 
PVDF 膜 上 (Millipore, 德 国 ), 将 PVDF 腊 用 5% 脱 脂 奶 
粉 +1% BSA 饱 和 液 封 闭 后 加 一 抗 郡 育 ,4 % 过 夜 处 理 ， 
PBS 漂洗 数 次 后 用 HRP 标 记 的 二 抗 ,室温 孵育 2 h, 青 次 
漂洗 彻底 后 ,利用 超 敏 ECL plus 发 光 液 (Fanbo- 
Biochemicals ) 显 像 ,用 ChemiDoc XRS+ 化 学 发 光 成 像 
A i (Bio-Rad 公司 ) 拍 照 ,最 后 ,使 用 Image-Pro Plus 
6.0 软 件 (Media Cybernetics 公 司 ) 进 行 各 组 蛋白 条 带 的 
灰 度 值 计算 ,同时 实验 中 以 B-actin 作 为 内 参 。 
1.6 统计 学 处 理 

采用 SPSS17.0 统 计 软 件 分 析 , 实 验 数 据 以 均 数 + 标 
准 差 表 示 , 对 于 组 间 生 长 抑制 率 的 差异 性 比较 采用 单 因 
素 方差 分 析 。 而 对 于 细胞 周期 变化 以 及 蛋白 表达 差异 
则 运用 Levene 方 差 齐 性 检验 组 间 的 方差 齐 性 ,同时 以 
Pearson 相关 性 分 析 细 胞 周期 以 及 蛋白 表达 在 不 同 组 间 
的 关联 , 均 以 P<0.05 为 差异 具有 统计 学 意义 。 


2 结果 

2.1 大 黄 素 对 人 口腔 鳞 癌 细胞 Tca8113 增 殖 的 抑制 作用 
2.1.1 不 同 浓度 梯度 下 大 黄 素 对 人 口腔 鳞 癌 Tca8113 细 
胞 增殖 的 效应 关系 以 终 浓 度 为 2.5、5.0、10、20、40.、60 
和 80 hmoyL 大 黄 素 溶液 作用 于 人 口腔 鳞 癌 细胞 
Tca8113 后 ,通过 光 镜 进行 形态 学 观察 ,发 现 原 本 贴 壁 良 
好 ,形态 正常 的 口腔 鳞 癌 细胞 ,部 分 出 现 脱 黏附 过 程 , 细 
胞 出 现 不 同 程度 的 漂浮 于 培养 液 。 光 镜 下 见 细胞 变 圆 ， 
体积 变 小 ,细胞 质 颜 色 加 深 ,折光 性 增强 ,而 这 种 漂浮 细 
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胞 数量 的 变化 表现 出 浓度 依赖 性 。 随 大 黄 素 溶液 浓度 120 Pe 
的 增 大 ,口腔 鳞 癌 细胞 生长 的 受 抑制 作用 也 越 强 ,时 现 。 ”joo 二 eee ec, 
y Ye Fee > > +E» © > 2.5 umo 
浓度 依赖 性 ,这 与 空白 对 照 组 问 比较 具有 明显 的 统计 学 3 es 
意义 (P<0.05, 图 1)。 人 oe 
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图 1 不 同 浓度 梯度 下 大 黄 素 处 理 对 人 口腔 鳞 癌 细胞 
Tca8113 的 抑制 作用 

Fig.1 Effect of different concentrations of emodin on 
Tca8113 cell prolieration. 


21.2 不 同时 间 点 大 黄 素 处 理 对 人 口腔 鳞 癌 细胞 
Tca8113 增 殖 的 效应 关系 随 着 大 黄 素 作用 时 间 从 24、 
48 到 72 h, 对 Tca8113 细 胞 抑制 作用 明显 增强 (图 2), 经 
梯度 浓度 为 5.10.20.40.60 和 80 mol/L ABAD FE 
分 别 作用 24、48、72 h 时 ,也 表现 出 与 之 前 相 类 似 的 抑制 
效应 ,其 中 40 hmolL 大 黄 素 处 理 Teca8113 细 胞 72 h 后 ， 
几乎 绝 大 多 数 活 细胞 死亡 。 但 对 于 2.5 wmol/L 小 浓度 
大 黄 素 干预 在 作用 72 h 后 才 具 有 明显 的 抑制 作用 。 此 
外 ,通过 Pearson 相关 性 分 析 表 明 ,不 同 浓度 梯度 的 大 
黄 素 作用 于 口腔 鳞 癌 细胞 明显 依赖 于 浓度 效应 , 浓 
度 相 关系 数 分 别 为 r2.=0.426, rs.=0.540,rw.=0.608; 而 
不 同时 间 点 下 大 黄 素 作用 于 口腔 鳞 癌 细胞 也 明显 依赖 
于 时 间 效 应 ,时间 相 关系 数 分 别 为 :rw=0.997, ra= 
0.983 ,rz=0.967。 
2.2 大 黄 素 对 人 口腔 鳞 癌 细胞 Teca8113 周期 的 影响 

流 式 细胞 术 检 测 结果 表明 ,大黄 素 对 口腔 鳞 癌 细胞 
周期 进程 具有 明显 的 阻 滞 作 用 ,能 将 口腔 鳞 癌 细胞 分 裂 
时 相 阻 清 于 GvG, 期 。 实 验 发 现 S 期 和 GyM 期 细胞 比 
例 明 显 减少 ,GyG, 期 细胞 比例 相对 增加 ,这 种 变化 呈 浓 
度 依赖 关系 ( 表 1, 图 3)。 随 着 大 黄 素 浓度 的 增加 ,GwG， 
期 细胞 比例 明显 增加 ,而 S 期 和 GyM 期 细胞 比例 则 明 
显 减 少 ,经 统计 学 分 析 , 二 者 表现 出 明显 的 相关 性 ,浓度 
相关 系数 分 别 为 :ms=0.993;rs=0.922; rzx=0.929; 并 且 
随 着 时 间 的 延长 ,也 表现 出 相似 的 结果 ,其 时 间 相 关系 
数 分 别 为 :ms=0.95$;rs=0.957;rzx=0.996。 相 比较 各 组 


图 2 不 同时 间 点 大 黄 素 处 理 对 人 口腔 鳞 癌 细胞 
Tca8113 的 抑制 作用 

Fig.2 Dose- and time-related effects of emodin on 
Tca8113 cell proliferation. 


间 具 有 统计 学 差异 (P<0.05, 表 1)。 
2.3 大 黄 素 干预 对 人 口腔 鳞 癌 Tca8113 细 胞 周期 相关 蛋 
白 CDK2、Cyclin E 和 P21 表达 的 影响 

免疫 印迹 结果 显示 ,空白 对 照 组 癌 细 胞 中 细胞 周期 
相关 和 蛋白 P21.CDK2 和 Cyclin E 表 达 的 水 平 较 高 ,经 
40 umol/L 大 黄 素 处 理 后 的 Tea8113 细胞 ,其 细胞 周期 
相关 和 蛋白 CDK2 Fil Cyclin E 的 表达 均 以 剂量 依赖 方式 
下 降 , 条 带 颜色 逐渐 变 淡 , 且 随 时 间 点 延长 ,从 24、48 到 
72 h, 细 胞 周期 负 调 控 重 白 P21, 表达 逐渐 增强 ,经 
Image J 软件 计算 相对 表达 灰 度 值 含量 (以 B-actin 作 为 
内 参照 ) ,呈现 浓度 以 及 时 间 的 依赖 关系 (图 4)。 


3 讨论 

本 实验 结果 表明 大 黄 素 处 理 对 人 口腔 鳞 癌 细胞 系 
Tca8113 细 胞 增殖 表现 出 明显 的 阻 抑 作用 , 呈 浓 度 -时 间 
依赖 关系 ;而 有 旦 可 将 其 细胞 周期 阳 浪 于 GyG1 期 ,阻止 细 
胞 进入 S 期 及 GyM 期 ;并 证 实 这 与 口腔 鳞 癌 细胞 周期 
相关 蛋白 CDK2、Cyclin E 和 P21 的 表达 活性 密切 相关 ， 
实验 中 大 黄 素 处 理 后 其 细胞 周期 相关 和 蛋白 CDK2、 
Cyclin E 和 P21 表达 活跃 程度 要 明显 高 于 空白 未 处 理 
组 (P<0.05)。 这 说 明 大 黄 素 诱导 对 人 口腔 鳞 瘤 细胞 增 
和 殖 阻 抑 作用 和 细胞 周期 阻 淖 行 为 发 生 与 调控 细胞 周期 
相关 和 蛋白 活化 密切 相关 ,而 这 对 该 药物 诱导 的 损伤 过 程 
中 细胞 发 生 凋 亡 /死亡 具有 重要 作用 。 

基于 上 述 结果 分 析 认 为 ,由 于 中 药 抗 肿瘤 所 表现 出 
多 靶 点 .多 环节 多 效应 的 特点 ,可 作用 于 不 同 发 育 阶 段 
的 肿瘤 细胞 。 原 本 细胞 在 正常 的 分 裂 .增殖 和 分 化 时 其 
细胞 周期 处 于 相对 稳定 的 复 始 状 态 。 而 当 大 黄 素 作 用 
于 口腔 鳞 癌 细胞 后 ,体内 依赖 于 细胞 周期 的 许多 生长 因 
子 .细胞 因子 激素 及 瘤 基因 产物 对 细胞 自身 DNA 代 谢 
的 调节 发 生 改 变 , 进 而 影响 细胞 周期 检测 点 ,对 于 细胞 
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表 1 大 黄 素 阻 抑 人 口腔 鳞 癌 细胞 Tca8113 增殖 与 其 细胞 周期 改变 


Tab.1 Inhibitory effect of emodin on Tca8113 cell proliferation and cell cycle distribution (Mean+SD, n=3) 
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Emodin 24h 48h 72h 
aig ee s G/M GyG， s G/M GJG; s G/M 

0.0 64.2243.89 24.3542.01 11.43+1.74 6690#5.84 23.014191 10.0940.87 67.8244.69  21.83+1.89 10.35+1.24 
5.0 65.3742.62' 22.2822.85" 12.3541.90' 68.6644.62 21.24+1.75* 10.1020.98"  69.4243.74" 20.5542.78" 10.03+1.15' 
10.0 66.9943.56* 21.2522.42* 11.7641.22* 73.1943.44* 17.55£1.12* 9.214054" 75.2144.15* 17.1942.56* 7.60+1.02* 
20.0 68.3144.21* 19.58£1.89* 12.11+1.47* 78.37£2.74* 16.37£1.44* — 5.2620.35* 80.4443.98" 15.3441.58" 4.2240.71* 
40.0 72.7844.85*  16.4421.53* 10.7840.94* 84.7646.25* 12.1140.97* 3.1340.21* 85.3144.06* 11.5242.03* 3.1740.48* 
80.0 78.2243.71* 12.3441.81*  9.4440.79* 87.8544.49* 10.5240.56* 1.6340.38* 90.3444.25* 。 8.6541.12* 1.0140.24* 
F 5.601 12.585 1.741 9.401 38.314 108.879 13.781 18.264 63.672 

P 0.007 0.001 0.200 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 


*P<0.05 vs control group (0 umol/L), *P>0.05 vs control group (0 umol/L). 
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图 3 大 黄 素 作 用 对 人 口腔 鳞 癌 细胞 Tea8113 细胞 周期 的 分 布 影响 


Fig.3 Effect of emodin on cell cycle distribution of Tca8113 cells. A: Control cells; B: Cells treated 


with 40 umol/L emodin after 48 h. 


周期 调控 模式 在 不 同时 相 的 多 个 调控 点 上 主动 /被 动 的 
进行 调节 ,从 而 导致 其 中 GVS G/M 和 有 丝 分 裂 中 期 /后 
期 的 交界 处 的 调控 点 的 改变 ,使 这 些 调控 点 失控 ,或 产 
生 肿 瘤 所 以 及 其 他 疾病 的 发 生 。 而 目前 研究 发 现 ,调控 
细胞 周期 的 核心 因子 就 是 细胞 周期 蛋白 依赖 性 激酶 
(CDK) ,细胞 周期 蛋白 (Cyclin) 和 细胞 周期 蛋白 依赖 性 
激酶 抑制 物 (CKD ,它们 间 相 互 调节 ,通过 相互 间 形 成 
蛋白 复合 物 ,作用 于 细胞 周期 的 不 同时 相 , 参 与 并 决定 
细胞 周期 的 生命 进程 。 

CDK 是 一 类 重要 的 丝氨酸 / 苏 氨 酸 集 白 激 酶 ,以 复 
合 物 形 式 出 现 , 其 中 CDK2 与 肿瘤 的 发 生 关系 最 为 密 
切 ,CDK 的 活性 调节 方式 之 一 就 是 调节 亚 基 Cyclin 起 
作用 的 。Cyclin 可 能 使 底 物 改 变 构象 ,使 之 易于 与 不 同 
的 CDK 结 合 ,而 且 只 有 与 Cyclin 结 合 后 的 CDK 才 有 活 
性 ?2259。 另 外 只 有 Cyclin 的 降解 才能 使 CDK 最 终 失 活 ， 
如 在 M 后 期 ,由 于 Cyclin B 的 降解 ,CDC2 失 去 活性 , 细 


胞 得 以 退出 M 期 。 如 果 Cyclin B 降 解 受阻 ,细胞 将 停滞 
于 M 期 ;从 而 启动 DNA 的 复制 和 诱发 细胞 的 有 丝 分 
裂 中 。 反 之 ,可 以 影响 DNA 的 复制 和 细胞 的 有 丝 分 裂 
过 程 。 细 胞 周期 蛋白 E(Cyclin E) 属 于 G, 期 细胞 周期 蛋 
白 ,其 发 挥 作 用 在 G, 期 和 GVS 交界 处 .启动 细胞 周期 并 
能 促进 DNA 合 成 。Cyclin E 可 以 同 CDK2 结合, 作用 
于 GW/S 期 ,还 参与 DNA 复 制 的 启动 *。P21 为 CKI 的 
代表 之 一 ,P21 是 一 个 广 谱 的 细胞 周期 蛋白 依赖 性 激酶 
的 抑制 蛋白 。P21 对 CDK 的 调节 作用 ,P21 有 分 别 与 
Cyclin 和 和 CDK 结合 的 区 域 , 当 P21 和 CDK 结 合 后 ,其 入 
白 的 N 端 保守 区 可 以 结合 CDK, 阻 止 了 CAK 对 CDK 的 
磷酸 化 作用 ,使 CDK 不 能 激活 >。 通常 P21 的 诱导 存 
在 着 两 种 途径 :一 是 DNA 损伤 时 由 P53 诱导 产生 ,为 
P53 依赖 性 ;二 是 在 正常 细胞 的 发 展 和 分 化 时 由 一 些 分 
裂 原 诱导 产生 ,为 P53 非 依赖 性 。 由 于 细胞 周期 的 
调控 是 一 个 精细 的 平衡 过 程 ,往往 通过 多 种 调控 因子 参 
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图 4 大 黄 素 干预 人 口腔 鳞 癌 细胞 Tea8113 后 细胞 周期 相关 
A CDK2,Cyclin E 及 P21 的 表达 

Fig.4 Expression of CDK2, cyclin E and P21 in Tca8113 cells 
treated with 40 pmol/L emodin. 


与 及 其 调控 机 制 影响 肿瘤 的 发 生 及 发 展 。 而 本 实验 明 
确 大 黄 素 阻 抑 口 腔 鳞 癌 细 胞 阻 滞 于 GowG 期 ,对 于 动态 
变化 的 细胞 有 丝 分 裂 的 时 相 , 抑 制 了 细胞 分 裂 的 开端 
GyG, 期 ,等 于 发 生 G, 期 的 阻 清 , 这 种 效应 序 贯 性 阻止 细 
胞 分 裂 周期 继续 进入 S 及 GyM 期 , 则 等 于 细胞 不 能 进 
入 S 期 维持 分 裂 ,导致 DNA 无 法 合成 ,最 终 干 扰 蛋 白质 
代谢 ,抑制 肿瘤 细胞 的 分 裂 进程 。 此 外 ,实验 中 由 于 药 
物 的 作用 降低 了 细胞 周期 调控 相关 蛋白 CDK2 Cyclin 
E 的 表达 水 平 , 上 调 细 胞 周期 负 调 控 因 子 P21 的 蛋白 表 
达 水 平 ,从 而 参与 调控 细胞 周期 相关 联 的 抗 肿瘤 效应 的 
发 生 , 这 就 为 肿瘤 基因 治疗 从 细胞 周期 相关 调控 因子 及 
其 相互 作用 角度 进一步 研究 提供 了 一 种 新 的 策略 。 
此 ,可 以 考虑 将 大 黄 素 作为 一 个 有 潜力 的 中 药 抗 肿瘤 协 
同 药物 用 于 抑制 肿瘤 细胞 的 生长 及 分 裂 过 程 ,值得 进 一 
步 深入 人 研究 与 开发 。 
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